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Resumo Desde a sua introducao na pratica médica, a microscopia confocal de reflectancia
(MCR) tem sido uma valiosa ferramenta diagnostica ndo invasiva para avaliacdo de neopla-
sias benignas e malignas da pele. Também tem sido utilizada como adjuvante no diagnostico
de lesoes cutaneas ambiguas que nao apresentam propriedades clinicas ou dermatoscopicas
caracteristicas. O uso da MCR levou a diminuicdo do nimero de bidpsias de lesdes benig-
nas. Muitos estudos publicados mostram forte correlacao entre MCR e histopatologia, criando
assim uma ponte entre a clinica, a dermatoscopia e a histopatologia. Os dermatopatologistas
podem potencialmente desempenhar papel importante na interpretacao de imagens confocais,
com capacidade de correlacionar achados histopatologicos. A MCR também tem se mostrado
um importante coadjuvante para delinear as margens tumorais durante a cirurgia, bem como
monitorar o tratamento nado cirdrgico de canceres de pele. A tecnologia avancada com son-
das menores, como a VivaScope 3000, possibilitou o acesso a lesdes em locais anatomicos
anteriormente inacessiveis. Essa revisao explica os principios técnicos da MCR e descreve as
caracteristicas mais comuns da MCR da pele normal com sua correlacao histologica correspon-
dente.
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Introducao

Desde a sua introducdo na pratica clinica, a microscopia
confocal de reflectancia (MCR) tem sido valiosa no diagnos-
tico nao invasivo de neoplasias benignas e malignas da pele.
Tem sido utilizada como ferramenta auxiliar em lesées com
caracteristicas clinicas e dermatoscopicas ambiguas. Assim,
a MCR reduziu a necessidade de realizar biopsias de lesoes
benignas, principalmente em areas esteticamente sensiveis.

A MCR é uma técnica de imagem nao invasiva que fornece
detalhes celulares desde a epiderme até a derme papilar. Em
contraste com a histopatologia convencional, os cortes sao
observados no plano horizontal em relacao a superficie da
pele. A correlacao dos achados da MCR e da histopatologia
possibilita a inclusdao do dermatopatologista como impor-
tante colaborador na avaliacao e interpretacao das imagens
adquiridas com a MCR.

Este artigo apresenta uma revisdo dos aspectos histéricos
e técnicos da MCR, bem como uma breve revisdo dos achados
da pele normal através da microscopia confocal.

Contexto historico

A tecnologia da MCR foi criada em 1955, por Marvin Minsky, e
patenteada em 1957. A microscopia confocal proporcionou
a capacidade de seccionamento optico direto, nao invasivo
e seriado de pele intacta, com observacédo instantanea de
imagens ampliadas com alta resolucao, no plano horizontal,
enquanto a sonda é deslocada sobre a area em exame.'

A primeira publicacdo cientifica com dados e imagens
geradas por microscopio confocal foi de autoria de M. David
Eggar e Petran, em 1967; os autores descreveram o projeto e
a construcao do microscépio confocal. Em 1969, e posterior-
mente em 1971, Davidovits e Egger publicaram os primeiros
estudos utilizando o microscopio confocal com varredura a
laser na avaliacao de tecidos, utilizando fragmento de nervo
ex vivo.”3

A analise de tecidos vivos, no entanto, foi iniciada em
1980, quando varios grupos de pesquisa desenvolveram os
primeiros estudos com tecidos de humanos e outros ani-
mais. O mapeamento da pele humana com o uso da MCR
foi realizado em 1995, por Rajadhyaksha et al., pioneiros na
obtencao de imagens da pele de alta resolucéo instantaneas
e nao destrutivas.*

Principios técnicos

Desde 1995, o uso da MCR tem aumentado nos principais cen-
tros académicos dermatolégicos do mundo. Com os avancos
da tecnologia e a consequente melhoria na funcionalidade e
no design, o dispositivo ajudou a revolucionar a abordagem
diagnostica e o tratamento de neoplasias cutaneas.

O principio da MCR envolve o uso de uma fonte de luz
que ilumina um ponto focal na pele. A imagem refletida é
entdo exibida em um detector apds passar por um pequeno
orificio, tornando possivel que apenas a area em foco seja
observada. A tecnologia da MCR é baseada no uso de laser
de baixa poténcia (laser de diodo), que emite luz infraver-
melha de 830 nanémetros (nm). A secao oOptica das imagens
da MCR é comparavel a resolucao das imagens histopatolo-

gicas de 30 x . Existem dois tipos de equipamentos de MCR
atualmente disponiveis para o diagnostico de lesdes de pele.
0 modelo tradicional (VivaScope 1500; CaliberID, Rochester,
NY) compoe as se¢des Opticas em um mosaico de imagens,
propiciando um campo de visado de 838 mm?. O modelo por-
tatil (Vivascope 3000; CaliberlD, Rochester, NY), introduzido
na pratica dermatologica em 2011, conta com uma sonda
menor que possibilita a avaliacdo de lesdes em areas curvas
da face e areas anatomicas de dificil acesso. Esse modelo
oferece um campo de viséo limitado de 131 mm?.

O modelo Vivascope 1500 oferece resolucao lateral de
cerca de 1 micrémetro e resolucdo axial de 3 a 5 micro-
metros. Ele atinge uma profundidade de cerca de 200-250
micrometros, propiciando a observacao da derme papilar.
Em areas com epiderme mais fina, como a face e membra-
nas mucosas, € possivel analisar também a derme reticular
superficial. Com esse modelo, um aro de metal com uma
janela de plastico é colocado sobre a lesao. O dleo de imer-
sdo atua como interface entre a pele e o anel plastico, e o
gel de ultrassom é o meio no qual a lente é imersa antes
do acoplamento. A MCR varre a pele na direcao horizontal,
produzindo multiplas imagens individuais de 0,5 x 0,5 mm?,
formando um mosaico de até 8 x 8mm?. A profundidade
precisa é controlada pelo software de navegacao e selecio-
nada pelo examinador, até uma profundidade maxima de 250
micrémetros. O operador navega o sistema guiado pela ima-
gem dermatoscdpica da lesao, obtida apds a colocacdo do
anel de fixacao e antes da colocacao da lente. Isso permite
orientacdo e imagens sistematicas da les&o.>®

O Vivascope 3000 ¢ um modelo com sonda portatil de
facil mobilizagcdo. A vantagem desse modelo é sua pequena
sonda, alcancando areas de dificil acesso. O processo de
obtencao de imagens é mais rapido com o Vivascope 3000.
A desvantagem é o pequeno campo de visdo, de 1 x 1 mm?,
e a capacidade de fazer apenas cortes verticais em vez de
horizontais. O modelo de MCR portatil provou ser particular-
mente Util no diagndstico de papulas faciais solitarias, com
sensibilidade de 93% e especificidade de 78% no diagndstico
de carcinoma basocelular.®’

Aplicacées clinicas

O microscopio confocal de reflectancia tem a vantagem da
avaliacao ‘‘histopatologica virtual’’, ndo invasiva da neopla-
sia em tempo real.

O dispositivo possibilita avaliar mais da lesao, em
contraste com a histopatologia, na qual apenas aproxima-
damente 2% da amostra é analisada. As imagens obtidas por
MCR podem, portanto, potencialmente definir as margens
do tumor durante as resseccoes cirurgicas. Por exemplo,
alguns estudos tém demonstrado que a MCR é valioso coadju-
vante na definicao das margens cirtrgicas durante a cirurgia
micrografica de Mohs. Estudos demonstraram sensibilidade
de 86% a 96% e especificidade de 89% a 99% na identificacao
do carcinoma basocelular durante a cirurgia de Mohs.?"°

O microscopio confocal de refletancia tem sido usado
como ferramenta auxiliar em lesdes com caracteristicas cli-
nicas e dermatoscopicas ambiguas, aumentando a precisao
na selecao de neoplasias que requerem bidpsia.®®

Outra indicacdao importante da microscopia confocal é
no monitoramento da resposta ao tratamento nao cirirgico
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Figura 1

Microscopia confocal de reflectancia do estrato cor-
neo. Células poligonais planas e anucleadas representando os
cornedcitos, estruturas lineares escuras representando os der-
matoglifos (seta vermelha).

de ceratose actinica, carcinoma espinocelular, carcinoma
basocelular e melanoma em areas fotoexpostas.''"

Caracteristicas da MCR da pele normal e sua
correlacdo com a histologia

Como dito anteriormente, existe uma excelente correlacao
entre a histologia e a MCR - ou seja, a MCR é uma ponte
entre a clinica, a dermatoscopia e a histopatologia.

A observacao das estruturas com microscopia confocal é
feita com base na diferenca na refracao da luz. Estruturas
com alto indice de refracao aparecem brilhantes e brancas,
enquanto estruturas com baixo indice de refracdao apare-
cem escuras. A melanina como agente de alto contraste,
com indice de refracao de 1,7, propicia o reconhecimento
de células individuais ricas em melanina, como os melandci-
tos, queratinocitos pigmentados e melanofagos. A queratina
tem indice de refracao de 1,5, possiblitando a deteccao de
neoplasias de queratinocitos.

As fibras colagenas e células inflamatoérias, como os neu-
trofilos, com indice de refracao de 1,34, também aparecem
brilhantes nas imagens obtidas com a MCR. As fibras cola-
genas aparecem como bandas lineares brilhantes na derme,
e as células inflamatdrias como estruturas pequenas, bran-
cas, arredondadas e homogéneas. As células inflamatorias,
apesar de apresentarem indice de refracdo menor do que
a melanina, ainda aparecem como particulas brilhantes na
MCR.>¢ Entretanto, a maioria das doencas inflamatorias da
pele estudadas com a MCR eram lesdes ricas em linfdcitos.
Os critérios para diferenciacdo entre linfocitos e neutrofilos
nao foram estabelecidos. '8

Estrato corneo

A primeira camada de pele a ser avaliada é o estrato corneo.
A esse nivel podem ser observadas células achatadas sem
nlcleo, que se agregam formando ilhas separadas por fendas
escuras (fig. 1). As estruturas escuras lineares observadas

representam os dermatoglifos da pele. As células corres-
pondem aos corneocitos anucleados que se destacam na
microscopia confocal, em decorréncia de seu alto conteldo
de queratina. Nesse nivel, as escamas aparecem como estru-
turas amorfas altamente refletivas (fig. 2A e 2B).>'®

Camadas espinhosa-granular e basal

Aproximadamente 15 a 20 wm abaixo do estrato cérneo, esta
a camada granular. Nesse nivel, os queratinocitos sao acha-
tados, com granulos internos, caracterizados na microscopia
confocal por nucleos centrais escuros, circundados pelo con-
torno branco e brilhante do citoplasma. Isso se deve aos
granulos de queratina localizados ali. A disposicao dos que-
ratinocitos adjacentes uns aos outros nessa camada segue
um padrao conhecido como ‘favo de mel’’ tipico ou regular
(fig. 2C).

A camada espinhosa esta localizada entre 20 e 100 um de
profundidade. Ela aparece na MCR com morfologia similar a
da camada granular, com o tipico padrao em ‘‘favo de mel’’,
mas com queratindcitos menores.

A camada basal esta localizada entre 40 e 130 um de
profundidade e seu aspecto na MCR varia de acordo com
o fototipo da pele. A pele dos fototipos Ill a IV apre-
senta padrao conhecido como ‘‘calcamento de pedras’’,
formado por conjuntos de queratinocitos brancos, brilhan-
tes e pequenos (fig. 3). A alta refletividade dessas células
deve-se a capa de melanina supranuclear, proporcionando
alta luminancia ao redor do nlcleo, em contraste com o
restante do citoplasma, que é relativamente mais escuro.
Os queratindcitos basais na pele fototipo I-Il sio menos pig-
mentados; portanto, essas células ndo tém aparéncia tao
brilhante na microscopia confocal.”'®

Juncao dermoepidérmica e derme papilar

Os melandcitos na juncdo dermoepidérmica (JDE) geral-
mente nao sao identificaveis na pele normal de individuos
com fototipo | a Il. A JDE é caracterizada na MCR por que-
ratinocitos basais brilhantes circundando a papila dérmica
escura, criando um padrao conhecido como papilas bem
demarcadas, formadas por anéis celulares bem demarca-
dos ao redor de um centro escuro que corresponde a derme
papilar (fig. 4).

A derme papilar e reticular superficial aparecem com
baixa refletividade e podem apresentar vasos sanguineos e
fibras de colageno.”>'¢

As lesdes melanociticas pigmentadas podem apresentar
dois padrées na JDE: o padrao anular, caracterizado por
um anel de células brilhantes delimitando as papilas bem
demarcadas (fig. 4), e o padrao em malha, caracterizado por
corddes alongados e espessamento da regiao da JDE (fig. 5).
Histologicamente, o padrao anular representa cones inter-
papilares alongados com nimero aumentado de melanocitos
Unicos na camada basal. Os queratindcitos basais pigmenta-
dos correspondem a um padrao lentiginoso. Em contraste,
0 padrao em malha corresponde na histopatologia ao alar-
gamento do espaco interpapilar formado por melandcitos
agregados, com ninhos predominantemente pequenos e nao
confluentes na ponta dos cones interpapilares.
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Figura 2 Microscopia confocal de reflectancia (MCR) da camada espinhosa-granular. (A) Padrao tipico em favo de mel; estrutura
amorfa hiperrefletiva representando escamas (seta vermelha). (B) Padrao tipico em favo de mel, estruturas lineares escuras repre-
sentando os dermatoglifos (seta vermelha). (C) Imagem de MCR com maior ampliacdo mostrando um padrao tipico em favo de mel,
caracterizado por células poligonais monomorficas com fino contorno representando os queratindcitos tipicos. (D) Histopatologia:
queratindcitos tipicos com uniformidade de tamanho e forma (Hematoxilina & eosina, 400 x ).

Figura3  Microscopia confocal de reflectancia da camada basal. Padrao em ‘‘calcamento de pedras’’, caracterizado por conjuntos
de pequenas estruturas arredondadas brancas brilhantes representando os queratindcitos basais pigmentados. As estruturas redondas
escuras representam os foliculos pilosos (setas vermelhas), e as fissuras lineares escuras representam as invaginacdes da pele (setas
amarelas).

A derme papilar e reticular superficial apresenta vasos estruturas paralelas na derme papilar (fig. 6A), e estruturas
sanguineos e fibras de colageno. As imagens de MCR mostram brancas rugosas na derme reticular superior. As estrutu-
areas escuras difusas, com finas espirais hiperrefletivas e ras brancas representam as fibras de colageno. Os vasos
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Figura 4  Microscopia confocal de reflectancia da juncdo dermoepidérmica. (A e B) Papilas bem demarcadas formadas por anéis
bem demarcados ao redor de centro escuro representando os queratindcitos pigmentados e/ou melandcitos basais circundando a
papila dérmica escura. O padrado anular define papilas bem demarcadas. (C) Histologicamente, o padrdo anular representa cones
interpapilares alongados, com um nimero aumentado de melanocitos isolados na camada basal.

Figura5 Microscopia confocal de reflectancia da juncao dermoepidérmica. (A) Padrao em malha, caracterizado por corddes hiper-
rrefletivos alongados, correspondendo ao espessamento juncional. (B) Aumento maior mostrando cordoes alongados se interligando;
estruturas brancas redondas representam cistos tipo milia (setas vermelhas). (C) Histopatologia mostrando o alargamento do espaco
interpapilar, formado por melandcitos agregados, com ninhos predominantemente pequenos e interconectados na extremidade dos
cones interpapilares.

Figura 6 Microscopia confocal de reflectancia da derme papilar. (A) Areas escuras difusas, com espirais hiperrefletivas e estruturas
paralelas correspondentes aos feixes de colageno fibrilar. (B) Os vasos aparecem como estruturas tubulares escuras com pequenas
estruturas brancas brilhantes correspondentes as células sanguineas (seta vermelha).

aparecem como estruturas tubulares escuras (fig. 6B). A aparéncia da ‘‘pele normal’’ pode variar depen-
0 movimento das células sanguineas no interior dos vasos dendo da localizacdo anatomica, da idade do paciente e
pode ser observado durante a captura de imagens. da quantidade de dano cutaneo decorrente da exposicao
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Tabela 1

Caracteristicas da pele normal na microscopia confocal de reflectancia e correlacdo com a histologia

Caracteristicas da MCR

Descricao histologica

Estrato corneo

Camada espinhosa-granular

Camada basal

Juncao dermoepidérmica

Derme papilar

Células achatadas sem nlcleo que se agregam
formando ilhas separadas por fendas escuras
Estruturas amorfas altamente reflexivas
Padrao em favo de mel, formado por estruturas
arredondadas adjacentes umas as outras com
nucleos centrais escuros circundados por um
contorno branco brilhante do citoplasma,
devido ao conteldo de granulos de queratina
Padrao de ‘‘calcamento de pedras’’, formado
por conjunto de queratindcitos brancos
brilhantes e pequenos

Anéis bem demarcados de células em torno de
centro escuro correspondendo as papilas
dérmicas

Lesdes melanociticas pigmentadas: padrao
anelado, caracterizado por uma borda de
células brilhantes delimitando as papilas
dérmicas; padrao em malha, caracterizado por
espessamento juncional

Area escura difusa com finas bandas lineares
brilhantes na derme papilar e estruturas
brancas grosseiras na derme reticular superior.
Os vasos aparecem como estruturas tubulares
escuras contendo pequenas células brancas

Cornedcitos anucleados adjacentes uns aos
outros

Escamas

Queratindcitos planos, com granulos internos

Queratindcitos pequenos e pigmentados

Queratinocitos basais brilhantes circundando a
papila dérmica escura

Padrao anular: cones interpapilares alongados
com aumento do niumero de melanocitos
isolados na camada basal e queratinocitos
basais pigmentados correspondendo a um
padrao lentiginoso

Padrao em malha: alargamento do espaco
interpapilar formado por melandcitos
agregados, com ninhos predominantemente
pequenos e hao confluentes na extremidades
dos cones interpapilares

As estruturas brancas representam as fibras de
colageno na derme

Vasos sanguineos e linfocitos dentro dos vasos
sanguineos

redondas

MCR, microscopia confocal de reflectancia.

cronica ao sol. A tabela 1 resume as principais caracte-
risticas da MCR da pele normal e sua correlacdao com a
histologia.

Limitacdes da MCR e perspectivas futuras

Uma limitacdo da MCR é a incapacidade de analisar
estruturas abaixo de 250 microns de profundidade. Con-
sequentemente, alteracbes na derme reticular e areas
invasivas de tumores nao podem ser avaliadas. Em lesoes
com espessamento significativo da epiderme, incluindo
lesdes palmo-plantares, o exame com a microscopia con-
focal é limitado a epiderme.

Existem fatores que também podem comprometer a
qualidade da imagem. Hiperceratose e residuos de cre-
mes contendo particulas com alto indice de refracdo
(por exemplo, protetor solar) podem criar artefatos. A
superficie nao uniforme da pele também pode resul-
tar na formacdao de bolhas de ar, que constituem
artefatos.

A interpretacdao das imagens de MCR requer treina-
mento. Conhecimento robusto em dermatopatologia € uma
vantagem, pois as estruturas da MCR se correlacionam com
os achados histoldgicos. Existe o desafio de diferenciar
estruturas e células com indice de refracdo semelhante

(ou seja, melandcitos e células de Langerhans no estrato
espinhoso).

Estudos tém demonstrado a utilizacdo do microscépio
confocal de reflectancia como ferramenta auxiliar no diag-
nostico de doencas infecciosas e inflamatorias da pele, como
psoriase, dermatite de contato, linfoma cutaneo de célu-
las T, lpus eritematoso discoide e onicomicose. Entretanto,
faltam estudos com metodologia adequada que demonstrem
a capacidade de distinguir diferentes tipos de células infla-
matorias com microscopia confocal.*'”-18

Uma série de novos projetos no contexto do desenvolvi-
mento tecnologico parecem promissores para o uso futuro
da MCR. Dispositivos que capturam imagens da pele usando
escaneamento em linha, em vez de escanear um ponto,
ja estdao sendo desenvolvidos. Isso reduzira o tempo de
aquisicao da imagem. Aparelhos de microscopia confocal
com software programado para reconhecimento automati-
zado de detalhes anatémicos da pele também estdao sendo
estudadas, com possibilidade de reconstrucao de imagens
em trés dimensées. '%?°

Por fim, as imagens confocais fluorescentes que apare-
cem apos a injecao intradérmica de contraste in vivo, como
o verde de indocianina, também estao em fase de testes,
com o objetivo de melhorar a identificacao das estruturas
observadas com a MCR.?"%2
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Conclusoes

Com quase 20 anos de utilizacdo na pratica dermatoldgica,
0 microscopio confocal de reflectancia provou ser auxiliar
diagnostico eficaz no diagnostico de uma variedade de neo-
plasias da pele. Seu uso tem certamente auxiliado no manejo
de lesdes clinicamente ambiguas, reduzindo o nimero de
biopsias e, portanto, custos, bem como a ansiedade do
paciente em relacdo a procedimentos diagnosticos mais
invasivos. Num futuro proximo, com tecnologia avancada,
a MCR tem potencial para fornecer informacoes mais deta-
lhadas em menor periodo de tempo, para auxiliar o médico
no diagnostico e manejo dos pacientes.
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Nenhum.
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